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Molecular cloning and characterization of an acetylcholinesterase cDNA in 


the brown planthopper[] Nilaparvata lugens|] Homoptera| | Delphacidael | 
YANG Zhi-Fan'[] HE Guang-Cun"[] 1. School of Life Sciences[] Hubei University] Wuhan 4300620 China[] 
2. College of Life Sciences[] Wuhan University[] Wuhan 430072[] China[] 

Abstract[] А full cDNA encoding an acetylcholinesterasd] AChE[] EC3.1.1.7[] from the brown planthoppert] 
Nilaparvata lugend] Homoptera[] Delphacidae[] was cloned and characterized. The complete cDNA] 2 467 bpi 
contains a 1 938 bp open reading frame encoding 646 amino acid residues[] GenBank accession no. 
AJ852420[]. The complete amino acid sequence of AChE deduced from the cDNA consists of 30 residues for 
the putative signal peptide and 616 residues for the mature protein with a predicted molecular weight of 69 418 
D. The three residue$] Ser242[] Clu371 апа His485[] that putatively form the catalytic triad and six Cys that 
form intra-subunit disulfide bonds are completely conserved[] and 10 out of the 14 aromatic residues lining the 
active site gorge of the AChE are also conserved. Тһе deduced amino acid sequence is most similar to AChE of 
Nephotettix cincticeps with 83% amino acid identity. Phylogenetic analysis based on 30 AChEs from 23 insect 
species showed that the deduced AChE formed a cluster with 6 AChE2s. Additionally[] the hypervariable region 
and amino acids specific to insect АСҺЕ2 also exist in N. lugens AChE. The results indicate that the AChE 
gene cloned in this work belongs to insect AChE2 subgroup[] which are homologous to Drosophila AChE2. 
Key words[] Nilaparvata lugens|] acetylcholinesterase[] cDNA cloning[] phylogenetic tree 
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АСА GAC ССА TCA ААА CAG TGA ААС СӨТ ACG ССТ AGO TAG CCG АСА ӨТТ ТТС АТТ TTA TTC 
TTG GCG GGA ААС AAG CGA ААТ САС СТТ GAA AAT СТТ ССА CCA GTT GGT GAA ATG GTG TIT 
ТТС CGT CCG CAA CAG ATG ССТ ТАС САА GTT GTT 00% TCG COC GGT 000 CGT TGG AGT CCC 
GCT TAG GCA COG GCA TOC TOG CTT АТТ АСА CCC AAC TGA CAG TTA CAA CAT CTG TGA TAA 
AAT CTA GTG TGA TTC TAA TCG GCG ACA GAT TCG TGT TGA CTT CGA TAG CAT TGA GGA AGC 
ТСС САТ ААС CTG AGC TTT CGT СТС СОС САС CCC CAC САС AAC АТА ОЗА AGG TTG ТАТ СТА 
GAC AGT GTT GAT GGA CTG ААА АТС ОСА АТС TGC TGC AAT CAG ATG ACG TCA ААА ATG GAC 
NT S K M D 
ACG ААА CAG GCG AGO ACA GAG ОСА ТОЗ ААВ АСА GCC GTC CTG GGA QCC ATG ТТС ACC ATG 
ТКО А S ТЕР W K T A V 1 G A Н F T MW 
ATG ӨТТ СТС А8Т,090 AAA АТС GAA GOC CGG AGC TTC TOT CAG GAA OGC CAG САС GAG GAA 
wv збе k ic o Rs Fs 0E RO NH EE 
ATG AAG GAA ТОС ТОС GGT САС ATG САТ САС AGC GAT ССТ СТА АТС GTC GAG АСТ CAT АСС 
M KE SS GH MH H H 8 ӘРІ 1 VE TH S 
GGT САС GTG AGA GGA АТС TOG AAG ACC GTC СТС GGA CGG GAG GTC САС GTG ТТТ ACC GGG 
G8 H V RG 1I $ K T V LG RE VH VF TG 
АТТ CCG ТТТ GCG AAA ССТ CCC АТС GGT COG TTG CGA TTC COT AMA 009 GTT CCC GTC ВАС 
I P F А К Р Р 1 ЕР ЕЕ Е К Р Уу р у р 
CCG төз САС GGC ӨТТ СТӨ GAT GCG АОС GOG СТТ CCC ААС АЗС ТӨС ТАС CAG GAA CGG ТАС 
P W H G VL DA T AL Р Н 5 С Ү @ Е к Y 
GAG ТАТ ТТС CCG GC TTC GAG GGA QAQ GAA ATG Тай ААТ COG ААТ ACG ААТ TTG ТОС GAA 
E Y F Р @ F EG EE M" NP NT | 1 ХУ Е 
GAT ТӨТ CTG ТАТ TTG ААС АТА TGG GTG COG САС CGG TTG AGG АТС CGA САС АВА GOC ААС 
D C L YL N | W V P H к L R | R H RA Н 
AGC GAG QAG AAT AAG ССА AGA GCG AAG GTG COG GTA CTG АТС TGG АТС ТАС GGC GGG GGT 
S E E Н K P R AK V P VL I) W I Y в 8 в 
ТАС ATG AGC GGC ACA GCT АСА CTG GAC GTG ТАС ВАТ GCT GAC ATG GTG GCC GCC ACG AGT 
YM SG T A T L DO V Y DA DN V AAT S 
GAC GTC АТС GTC 600 TOC ATG CAG ТАС CGA GTG GGT GCG ТТС GGC ТТС СТС ТАС СТС GCA 
DV I V А $ MO Y R VG А Р 6б РЕ LYLA 
CAG GAC TTG ССТ CGA GGC AGC GAG GAG GCG CCG GGC AAC ATG GGG CTC TGG GAC CAG GCC 
Q0 DLP R б S E E A P G N M G L M D Q A 
СТТ GCT АТС СӨС TOG СТС AAG GAC ААС АТТ GCC GCC ТТТ GGA GGC GAT CCC GAA СТС ATG 
LA | R W LK DN I| A AF G G8 D P E L N 
ACG CTG ТТТ GGC GAG TOG GOC GGG GGT GOA ТСТ GTA AGC АТС САС TTG GTA TCA 009 ATA 
T 1 РЕ 8 Е $ А @ 6 86 $ VS) HL V $ P I 
АСТ СӨС GGC СТА GOG CGT СӨТ GGC АТС ATG CAG TCA GGA ACG ATG ААС GCA ССО TOG AGC 
тац Ак к а н а $ в тон он А Р н з 
ТТС ATG Аба 008 GAA CGC GOG ACC GAA АТС GCC AAG ACG СТС АТТ GAC GAC TGC GGC TGC 
F M T AE R AT E I AK TL I D D C в с 
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ААС ТОЗ TCG CTC СТӨ ACC GAC GOT OCC AGT 090 GTC ATG TOC ТОС АТО OGC ТОЗ GTC GAG 
N $SLL T DA PS к у м$ б ош В $ VE 
GOA AAG АТС ATO ТОС GTG CAG САА TGG ААС AGO ТАС TOO GGC АТТ OTO GGA ТТТ 000 TOT 
A KI 1$V00WNSYSO1!LGFPS 
GCA 000 ACC АТС GAC QOC АТТ ТТС OTG 000 ААА САТ COC СТС GAT CTG СТС AAG GAA GGC 
APT 100898 ! FLPKHPLDLULKEGS 
ФАС ТТТ САЗ GAC АСТ GAA АТА OTO ATO GGC АВТ ААТ САЗ GAT GAG GGT АСС ТАС TTC АТА 
OF QDTE IL 8 SN O RDE RT YFI 
TTG ТАС GAT TTC ATO GAC ТТС TTO CAG AAA GAC 000 COG AGT ТТС TTG САА AGA GAT AAG 
LY DF iL DFFOKDGPSFLOQORDK 
TTC ОТА GAC АТС ATO ААС АСА АТТ ТТС AAG AAT ATQ ADG AAA АТТ GAG AGG GAA GOT АТО 
F UL D l (UN T 1 РЕ К 1 ктЕвЕА 
АТА ТТС CAG ТАС ACA GAT TGG ВАЗ САТ ӨТТ ATG GAT GGT ТАТ CTO ААС CAG AAA ATG АТС 
I FQ Y T DW ЕН УМ рота нак» 
ОЗА GAT 870 ОТТ GOT ВАТ ТАС ТТС ТТС АТС ТӨТ COQ ACA AAT CAT TTO GOA САЗ OCA TTC 
8 DV V GD YF F | CP T N HF A @ А Р 
GCA GAG СОТ GGA AAG AAQ GTQ ТАС ТАС ТАТ ТТС TTC ACC САЗ АЗА ACC AGT АСА AGT ТТА 
AE RGKK VY Y Y FFTORTSTSL 
700 002 GAG 792 АТО GOA GTC АТО САТ OQA GAT GAA АТА GAA ТАС GTA ТТТ GGT (АТ CCT 
W GE WUG унон а DE IE Y у Р @ Н Р 
ОТС ААС АТО 709 СТА CAA TTC ААТ GCT AGG GAA AGG GAC СТС AQT СТӨ ОЗА ATA АТО САА 
КК WS3L0FNARERDLSLRIMOQ 
ӨСТ ТАС TOT AGG ТТТ GCA TTG АСА GGT ААА ССА GTG COT GAT GAC ӨТӨ ААТ ТӨЗ OCT ATO 
A Y S RFALT @ КОР УР 0 0 ҮН # P | 
ТАС ТОС AAG GAC CAG CCO CAG ТАС ТАС АТТ TTC ААТ GOG QAQ ACT TOG 990 АСА 000 АВА 
Y $K DOP QY Y | РОН AE TS QT GQR 
GGA OOC AGA GCA ACA GCO ТАТ ӨСТ TTC ТӨЗ ААТ GAT ТТС OTT OCA AGG TTG ААЗ ОСТ COA 
G8 PRA T ACA FWNDFLPRLKAR 
GCA ОАА 290 GAA СТТ ОАА TGC GAA АСА ОСА TCT 008 809 СО ACA ABT ATG GAC GAC ТАС 
AEG Е 1 Е 0 Е ТОР $ Р А Р Т $ и р 0 Ү 
ААС АСА OCC GAC GAG ATG ACC ТТС ААС ATG АСС AGC AGO GCT ATG АТС АСС ОСА 900 AAT 
НтРО ЕНТ ЕК О Т s $ А MI ТА А Н 
TAG CAA ААС АТС ATG AGT 000 ТАС ААС АТА TOO AGG СТО OTO СТА ТТТ СТА OTG CTG САА 
* 

СТӨ СТА CAA 709 ACA АТА АТА ААС СТА QAC АТС ОЗА САА AAA ААА ААА ААА АДА ААА ААА 
MM, AAA 





02 00000000000 ерм о0000000 0000600 
Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of AChE cDNA from Nilaparvata lugens 


ППППППППППППППП МПППППППППППППППППППППППППППППППП Ш AATAAATT LI ПП 
ППППОРПППППППППЦПП The signal peptide cleavage site is marked by a vertical arrow. Four potential N-linked glycosylation sites are 


boxed. The stop codon at the end of the coding region is marked with an asterisk. A putative polyadenylation signal] ААТАААП in the 3'-untranslated 


sequence is underlined with dots. The sequences of GSPs for 5” and 3' RACE are underlined. 
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Fig. 3 Phylogenetic trees of the deduced AChE amino acid 
sequences constructed with the neighbor-joining method 
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represents 0.1 nucleotide substitutions per site. The AChE name is 
made up of an abbreviation of species пап] the first letter of genus 
name followed by the first two letters of the specific пате. [] [] О О 
ПППППППППП GenBank [] O O O O Sequences used 
and their GenBank accession numbers] HARDO O O Helicoverpa 
armigerd] AY142325(] РХҮІПП [] O Plutella xylostella AChE1[] 
AY970293[] РХҮ200 0 0 P. xylostella AChE2[] АҮ061975-1П 
BMO[I] O Bombyx mori] DQ115792[] СРОППППИП Оаа 
pomonella AChE2[]DQ267976[] NLUD O O O Vilaparvata. lugens] 
AJ852420[] NCICT] П O O N. cincticeps[]JAF145235-1[] LDETTI П 
00 0 L. decemlineata[]Q276770 ВСЕ2ЦП O O O Blattella 
germanica AChE2[]DQ288847[] AMET] O O 0 0 О Apis mellifera[] 
AF213012[] AGOI] П A. gossypii AChEI[]AF502082[] AGO2[T] 
П A. говурі AChE2[] АЕ502081-1 ВРААППППИПП 
Rhopalosiphum padi AChE1[]AY667435(] RPA2[]U] [] [] 0 0 А. 
padi AChE2[] AY707318[] МРЕІ0 O Myzus persicae АСҺЕІП 
АЕ287291-10 MPE2[T] [] M. persicae AChE2[]AY147797[] ЗАУІП 
0000 Sitobion avenae AChEI[JAY819704] SAV2[] 0 0 0 5. 
avenae АСҺЕОП АҮ707319-П СТІППППИПИП Culex 
tritaeniorhynchus AChEI[] АВ122151-1 СТОПППППП С. 
tritaeniorhynchus AChE2[JABI22152[] CPROO O O O Culex pipiens 
АСҺЮП AM1591930 ААЕПО O O O Aedes aegypti] 866236] 
АСА1Ш П O O 0 Anopheles gambiae AChE1[]AJ512511[] АСА2П 
ППППП A. gambiae AChE2[]BN000067-1[] А0 O 0 0 
Anopheles stephensi[] P56161[] DMEDO 0 0 O D. melanogaster[] 
NM-0576050 BOLDO O O O O Bactrocera oleae[] АЕА52052-10 
100 0 0 L. cuprina[]U88631-1(] MDOMO O Musca domestica [| 
AF281161-1[] SGRO 0 [] O O Schizaphis graminum[] AF321574] 
ППППППППППППППППППП The tree was 


constructed with the full sequences of the insect AChEs. 
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4 Alignment of 7 AChEs from Nilaparvata lugend] N.1.[] and other four insects 
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represented because of their variability. Identical amino acids are indicated by asterisks and conservative substitutions by dots. The residues forming 
catalytic triads are depicted with diamonds. The positions of conserved aromatic residues lining the active site gorge are marked with triangles. The 





positions of non-aromatic residues that possibly substitute the aromatic residues lining the active site gorge are marked with little solid squares. The 
cholinesterase signature sequence is marked with a bold underline. Cysteine residues involved in intrachain disulfide bonds are connected by lines. Amino 
acids in grey are specific to AChE2. The hypervariable region of AChE2[] absent in AChEI[] is boxed. 
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